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@ Verfahren zur KristalHsatfon von Proteinen 

@ Die Erfi'ndung betrifft ein Verfahren tur Kristaliisation von 
Proteinen insbesondere zur Induktion und Friiherkennung 
von Kristallkeimen in Protein Ids ungen. 
Das erfindungsgema&e Verfahren 1st dadurch gekennzeich- 
net, daE eine hochgesattigte Protein losung hochtourig zen- 
trifugjert wird, die Konzentrationsverteilung des Proteins in 
der ZentrifugenzeJIe analysiert und die Zentrifugation abge- 
brochen wird, sobald Assoziate (Kristallkeime) bestimmter 
GroBe und Konzentration vorliegen. 
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keimea in hochgesattigten Proteinlosungen geeignet, mdem eiae kontinuierliche ErfaShung der Proteinkonzen- 
tration bis zur Oadung erster Assoziate erfolgt, die hinsichtlich ihrer Partialkonzentration anaiysiert werdea 
woraus die Gleichgewichtskonstanten abgeieitet werden. die freie Energie der Assoziationsvorginge berecbnet 
und dfe Zentrifugation abgebrochen wtrd, sobald die Anlagening von Monomeren an ein vorhandenes Assoziat 
Energie freisetzt Dieser Zustand ist notwendig, damit aus den Keimen KristaHe in einer spontanen Reakdon 
wachsen. Nach dem Erscheinen stabfler Assoziate vird in {d)5ehbarer Zeit (1 —2 Tage) die Bildung von Kristallen 
nachgewiesen. 

GemaB der Erfindung werden gegcbenenfalls Substanzen mit scfawachen Unker^-Eigenschaften zugesetzt» 
die ubeiraschend die Bildung Von Fkoteinassoaaten unterst&tzend initiieren oder Assoziate mit niedrigen 
AssoziationszaMen stabilisteren. 

Substanzen mit schwachen linkei^-Eigenscbaften sind dadurch charakterisiert, dafi sie eine kovalente und 
mindestens eine WassemoffbrOcke zu nnterschiediicben Proteinmolekulen ausbilden konnea 

Bevorzugt handelt es sich um Pyridoxalphosphat oder entsprechende Verbindungea 

Das Verfehren ist anwendbar fur Proteine, die auf Grand iiirer erhahten FlexibilitSt oder besonders hohen 
Domanenbeweglichkeit, - wie Fibrinolytika mit "Kiingektrukturen" - debt zur Ausbildung von Assoziats- 
trukniren in der Lage sind, insbesondere fur Plasminogen, Plasminogen-Aktivatoren, Streptokinase, und Staphy- 
lokinase. 

^ AuBerdem kann es aoch fOr Membranproteine» die im delipidisiertcn Zustand aggregieren, ansonsten aber 
"reaktionstrage" OberflScIien besitzen, die in der Regel aber m'cht zur Ausbildung einer geordneten Assoziats- 
truktur befahigt sind - wie Cytochrom P450 — angewendet werden. Qytocbrom P450 katalysiert mannigfaltige 
O^enasereaktionen und wird insbesondere zur Steroidhydroxyiierung eingesetzt oder ist an der Synthese des 
Aldo5teron$(B]utiiodidnick) betdiigt 

Es werden erfindungsgemiB die Partiaflconzentrationea der einzelnen MolekQispezies (Monomere und Asso- 
ziate) von hodikonzentrierten Proteinldsungen in Abl^gi gkeit von der Ausgangskonzentration, der gewihlten 
Drehzahl und der Zeit anaiysiert 

Diese Daten erlauben RQckscfalusse Ober die GrdBe der Kristallkeime und ihre Stabilitat 

Damit hat das Verfahrcn den groBen Vorteil, schwer kristallisierbare Protcine in Ldsungen zur Assoziatbil- 
dung anzuregen, diese fruhzeitig zu erkennen und Assoziate mit niedrigcr Assoziationszahl zu stabilisierea 

AnschlieBend wird die Erfindung an einem Ausfuhrungsbeispiel nSher erlautert, die die Erfindung jedoch nicht 
beschiinkensoO. 

Material und Methoden 

Die Proteine Lysozym und Papain wurden von Bocbringer, Mannheim, bzw. Merck, Darmstadt, erbaltea 
Die Zentrifugationsexperiroente wurden mit der analytischen Ultrazentrifuge Spinco E (Bedcman) unter 

Verwenduig einer Schlierenoptik durchgefuhrt 
Die Sedimentatbnskoeffizienten des monomeren Proteins wurden zunSchst aus der zeitabhingigen Wande- 

rung der Grenzschidu in Abh§ngigkeit von der Zeit bestimmt 

mit r als Radialposition (entspricht gewohnlich dem 50% Wert der Grenzschicht) zur Zeit t und fm als Menisku- as 
^sition (Zeit to) und w der Winkelgeschwindigkeit Bei Verwendung des Schlierenoptisciien Systems erfaalt 

man fur die radiale Konzentrations-Verteilung eine GauBkurve nut den Ordinaten -^dc/dr^ wobei die Flache 
unter der Kurve proportional zur Anfangskonzentration ist 

Far eine monodisperse L6sung, die nur eine Species wahrend der zeit-abhSngJgen Bewegung des Peaks so 
enthalt (50% Fraktion) bestimmt man den Sedimentationskoeffizicnten gemSB Formel (1)l Wenn die Losung 
neben den Monomeren auch noch Oligomere wie Dimere, Trimere, Tetramere ect enthSh, wird die GauBkurve 
mebr asymmetrisch wegen der etwas schnelleren Bewegung der assoziierten Spezies. Ihre Sedimentationskoef- 
fjcaenten So kSnnen mit den entsprechenden Parametem Si der Monomeren nach CD. Cox, Arch. Biochem. 
Biophys. 129 (1969) 106- 123 wie folgt abgeschitzt weidea 55 

Sn » St • n^ (2) 

Die radialen Positionen der einzelnen Fraktionen als Teil der Gesaratkonzentration zur Zeit t kdnnen nach 
Gleichung (3) berechnet werden. ^ 



10 



25 



30 



40 



(3) 



Die zurQckgelegten Strecken in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen reduzieren sich bedingt durch den 
EinfluB der Viskositat (n) und Dichte (0 des LSsungsmittels (Gleichung (4)) um den Fafctor L 
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3. Verfahren nacfa Anspruch 1 2 zur StabDidenmg von Kristafflceimen, dadurch gekennzeichnet, dafi 
Substanzen, die sdiwache linkei'-Eigenschaften aufweisen, zugesetzt werden. 

4. Verfabren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB Pyridoxalphosphat zugesetzt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 -4, dadurch gekennzeidinet, daB es fur Hbrinolytika angewendet wird 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es fur Plasminogen, Plasmmogen-Aktivatoren, s 
Streptokinase, Staphylokinase angewendet wird 

7. Verfahren nach Anspruch 1 —4, dadurch gekennzeichnet, daB es fur Membranprotdne angewendet wird 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB es fOr Qrtochrom P450 angewendet wird. 



Hierzu 1 Seite(n) Zrichnungen 
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